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Referat 
Die Mitglieder der Insulinrezeptorfamilie spielen eine wichtige Rolle in der 
Funktion von Zellen. Die Hauptangriffspunkte liegen hierbei im Bereich der 
Glucosehomöostase, sowie weiterhin bei der Proteinbiosynthese, dem 
Fettstoffwechsel, Elektrolyttransport, Zellwachstum, Differenzierung und 
Apoptose. Die beiden Hauptvertreter der Insulinrezeptorfamilie, 
Insulinrezeptor (InsR) und Insulin-like Growth Factor 1 Rezeptor (IGF1R) sind 
am besten untersucht und viele ihrer Funktionen aufgeklärt. Ein weiteres 
Mitglied der Familie stellt hier noch eine Ausnahme dar, der Insulin receptor-
related receptor (IRR). Obwohl er hohe Sequenzhomologien zum InsR und 
IGF1R aufweist und in Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass er die 
Möglichkeit besitzt wichtige Punkte der Insulinsignalkaskade zu aktivieren, 
bleibt seine Funktion unverstanden. Auch ein Ligand wurde bisher nicht 
identifiziert. Untersuchungen an aktivierbaren IRR-Rezeptorkonstrukten 
zeigten einen möglichen Einfluss auf Differenzierung, Proliferation und 
Apoptose von Zellen. Der IRR wird gewebespezifisch exprimiert und v.a. in 
neuronalen Zellen und β-Zellen des Pankreas nachgewiesen. In der 
  
vorliegenden Doktorarbeit wurde der mögliche Einfluss eines stimulierbaren 
IRR-Rezeptorkonstruktes auf die Proliferation und Apoptose von β-Zellen 
untersucht. Weiterhin wurde ermittelt, in wie fern dabei zwei Hauptsignalwege 
der Insulinrezeptorkaskade, der AKT/PKB und der MAPK/ERK Signalweg, 
aktiviert werden. Hierzu wurde ein bereits beschriebenes Colony stimulating 
factor 1 receptor/Insulin receptor-related receptor- (CSF1R/IRR-) Konstrukt 
(Dandekar et al.1998) in INS-1E Zellen überexprimiert und anschließend mit 
Macrophage colony stimulating factor (MCSF), dem Liganden des CSF1R, 
stimuliert. Dieses CSF1R/IRR-Konstrukt besteht aus dem extrazellulären Teil des 
CSF1R, der Transmembrandomäne des InsR und dem intrazellulären Teil des 
IRR. Es zeigte sich, dass das Konstrukt zu einer transienten Aktivierung des ERK-
Signalweges fähig ist, ein Einfluss auf den AKT-Weg allerdings ausblieb. Ferner 
konnte kein Einfluss auf Proliferation oder Apoptose gezeigt werden. Dies lässt 
vermuten, dass die mögliche Funktion über alternative Wege verwirklicht wird, 
wie z.Bsp. eine Hybridrezeptorbildung zwischen IRR und IGF1R. Die angefertigte 
Arbeit liefert somit einen weiteren Beitrag zum Verständnis der Rolle des IRR in 
der Zelle. 
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I. Abkürzungen 
 
AI    Apoptotischer Index  
ATP    Adenosintriphosphat 
CSF1R   Colony stimulating factor-1 receptor 
CDC42   Cell division control protein 42 homolog 
ELK1    ETS-like transcription factor 1 
ERK    Extracellular-signal regulated kinase 
FOX    Forkhead box protein 
GLUT4   Glucosetransporter Typ 4 
GRB2    Growth factor receptor-bound protein 2 
GSK3    Glycogen synthase kinase 3 
IFN-γ    Interferon gamma 
IGF1R    Insulin-like Growth Factor 1 Rezeptor 
InsR    Insulin receptor 
IRR    Insulin receptor-related receptor 
IRS    Insulin Rezeptor Substrat 
JNK    c-Jun N-terminale Kinase 
MAPK   Mitogen-activated protein kinase 
ii 
 
MCSF    Macrophage colony stimulating factor 
mTOR   Mammalian target of rapamycin 
NGF    Nerve growth factor 
p90RSK   p90 ribosomal protein S6 kinase  
PDK    Phosphoinositide-dependent-kinase  
PH-Domänen  Pleckstrin-homologe Domänen 
PI    Propidium Iodid 
PI3K     Phoshatidylinositol-3-Kinase 
PIP    Phosphatidylinositolphosphat 
PKB/AKT   Proteinkinase B 
PP2A    Protein-phosphatase 2A 
PTB    Phosphotyrosin-bindende Domäne 
PTEN    Phosphatase and tensin homolog 
PTK    Proteinkinasen 
Rac    Ras-related C3 botulinum toxin substrate 
RTK    Rezeptor-Tyrosin-Kinasen 
Ser    Serin 
SH2    Src-homology 2 
Shc    SH2- and collagen-domain homology 
iii 
 
SHIP2    SH2-domain-containing inositol phosphatase- 2 
SHP-2    SH2-containing tyrosine phosphatase-2 
SOCS     Suppressor of cytokine signaling 
SOS    Son of sevenless  
Thr    Threonin 
TRB3    Tribbles-3 
TrkB    Tyrosinkinase B 
TSC2    Tuberous sclerosis complex- 
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1. Einleitung 
1.1. Beschreibung von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen  
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) sind membrandurchspannende Rezeptoren, 
an denen nach Bindung eines Liganden eine intrinsische Tyrosinkinase aktiviert 
wird. Sie katalysieren die Übertragung des γ-Phosphats des ATP an 
Hydroxylgruppen des Tyrosins auf Zielproteinen (Hunter 1998). RTKs 
kontrollieren entscheidende zelluläre Prozesse, wie Zellzyklus, Migration, 
Proliferation und Differenzierung. Die Hauptbestandteile sind eine 
extrazelluläre Ligandenbindungsstelle, welche über eine Transmembranhelix 
mit der zytoplasmatischen Domäne verbunden ist. Diese besitzt eine 
konservierte Proteinkinase-Domäne und regulatorische Sequenzen, die der 
Autophosphorylierung und der Phosphorylierung durch heterologe Kinasen 
unterliegen (Hunter 1998; Hubbard et al. 1998). RTKs sind zumeist Monomere, 
welche nach Aktivierung Dimere bilden. Eine Ausnahme bilden die Mitglieder 
der Insulinrezeptorfamilie, welche bereits im inaktivierten Zustand als Dimere 
vorliegen. Es handelt sich um zwei Polypeptidketten, die als α2β2-
heterodimerer Komplex vorliegen. Dabei besteht ein Gleichgewicht zwischen 
inaktivem und aktivem Dimer. Nach Ligandenbindung führt ein Rearrangement 
der quartären heterotetrameren Struktur zu verstärkter Autophosphorylierung 
und zur Verschiebung des Gleichgewichtes in Richtung des aktiven Dimers. 
Darauffolgend werden verschiedene Signalmoleküle aktiviert. Dies geschieht 
über Src-homology 2 (SH2-) und Phosphotyrosin-bindende Domänen auf den 
Zielproteinen, welche modular aufgebaut sind und in Interaktion mit diversen 
Proteinen, Phospholipiden und Nukleinsäuren treten. Das sind z. Bsp. die sog. 
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Adapterproteine Insulinrezeptorsubstrat-1 (IRS-1) und Insulinrezeptorsubstrat-
2 (IRS-2). Einige SH2-tragende Proteine haben eine eigene intrinsische 
enzymatische Aktivität, z.Bsp. Phospholipase Cγ. Andere beeinflussen ihrerseits 
andere Adapterproteine, wie Growth factor receptor-bound protein 2 und SH2- 
and collagen-domain homology containing protein (Grb2, Shc), welche dann in 
die Signaltransduktion eingreifen.  
1.2. Die Insulinsignalkaskade 
Die Bindung von Insulin bzw. IGF1 an den jeweiligen Rezeptor, genauer an die 
beiden α-Untereinheiten, bewirkt zunächst eine Konformationsänderung des 
Rezeptors. Dadurch kommt es zur Annäherung der beiden β-Untereinheiten 
und folgend zur Autophosphorylierung und Aktivierung. Es folgt nun die 
Phosphorylierung mehrerer Tyrosinreste, welche dann Bindungsstellen für 
Adaptermoleküle wie IRS-1/2 darstellen. Nach Bindung werden diese  
phosphoryliert, was wiederum zur Aktivierung von zwei Hauptsignalwegen 
führt, des Phosphatidylinositol-3-Kinase(PI3K)/ AKT/Proteinkinase B (PKB)-
Signalwegs und des Ras-Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalwegs. 
Ein Überblick über die IGF1R-Signalkaskade ist in Abbildung 1 dargestellt 
(Klammt et al. 2008). Der InsR hat zwei Splice-Isoformen, InsRA und InsRB, mit 
jeweils spezifischer Affinität für Insulin und IGF1 (Sesti et al. 2001, Yamaguchi 
et al. 1991), welche wenigstens sechs Substratproteine phosphorylieren 
können. Diese Substrate wiederum beeinflussen 8 regulatorische 
Untereinheiten der PI3K, die mit 3 verschiedenen katalytischen Untereinheiten 
verbunden sind. Dies führt z.Bsp. zur Aktivierung der 3 Isoformen von AKT/PKB 
(Taniguchi et al. 2005). Es zeichnen sich bei der Masse an 
Kombinationsmöglichkeiten jedoch 3 Hauptknotenpunkte der 
Signalübertragung ab.  
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1.2.1 Der Rezeptor und die Insulinrezeptorsubstrate 
Der erste Knotenpunkt in der Insulin/IGF1 Signalübertragung ist der Rezeptor 
selbst und die zugehörigen IRS, welche die Bindung von intrazellulären 
Effektoren vermitteln. Die Regulation der Rezeptoraktivität erfolgt über 
regulatorische Proteine, wie z.Bsp. Tyrosin-Phosphatasen oder SOCS 
(suppressor of cytokine signalling)(Ueki et al. 2004). Weiterhin kann der InsR 
durch Liganden-induzierte Internalisierung und Degradation reguliert werden 
(Friedmann et al. 1997). Wie oben bereits erwähnt, wird die Insulinwirkung 
durch IRS weitergeleitet. Es gibt 6 bekannte Substrate (IRS 1-6), wovon IRS-1 
und IRS-2 die weiteste Verbreitung haben (Cai et al. 2005). Die hohe Affinität 
der Substrate zum InsR kommt durch die Pleckstrin-homologen Domänen (PH-
Domänen) und die PTB-Domänen zu Stande. Nach Aktivierung durch den InsR 
binden die IRS an SH2-Domänen intrazellulärer Proteine und Enzyme, wie 
z.Bsp. GrB2, PI3K, SHP-2 (SH2-containing tyrosine phosphatase- 2) u.v.m. 
(Virkamäki et al. 1999). Wie auch der InsR, so wird auch die Aktivität der IRS in 
der Zelle reguliert, z.Bsp. durch Tyrosinphosphatasen. Weiterhin gibt es eine 
negative Rückkopplung durch die Insulinwirkung über eine 
Serinphosphorylierung, v.a. an Ser307 (Cai et al. 2005). Im Hinblick auf die 
nachgeschaltete Signalkaskade zeigt sich eine stärkere Verbindung des IRS-2 
zum MAPK-Signalweg, wohingegen der AKT/PKB-Signalweg in gleichem Maße 
von IRS-1 und IRS-2 beeinflusst wird (Huang et al. 2005; Taniguchi et al. 2005 ). 
1.2.2. Die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)  
Das Enzym PI3K wird durch Dimerisierung der regulatorischen (p85) und der 
katalytischen (p110) Untereinheit sowie durch Bindung an Phosphotyrosine der 
IRS aktiviert und erlaubt die Umwandlung von PIP2 in PIP3 
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(Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat). Dies wiederum führt zur Verlagerung 
von PDK1 (Phosphoinositide-dependent-kinase-1) und AKT/PKB an die 
Plasmamembran und zur Phosphorylierung von AKT durch PDK1 an Thr308 
(Alessi et al. 1997). Auch für diesen Schritt gibt es Regulationsmechanismen, 
wie z.Bsp. die negative Rückkopplung über die Menge an PIP3, durch 
Phospholipidphosphatasen, wie PTEN (Phosphatase and tensin homolog) und 
SHIP2 (SH2 domain-containing inositol phosphatase 2). PI3K ist auch in der Lage 
die Aktivität seiner katalytischen Untereinheit durch eine intrinsische Serin-
Kinase-Aktivität zu regulieren. Dabei wird die regulatorische Untereinheit am 
Ser608 phosphoryliert und dadurch die enzymatische Aktivität herunter 
geregelt (Tanti et al. 1994).  
1.2.3. Die Proteinkinase B/AKT 
Wie oben bereits beschrieben ist für die Aktivierung von AKT/PKB die 
Phosphorylierung an Thr308 nötig. Es bedarf weiterhin aber der 
Phosphorylierung an Ser473 durch den mTOR complex 2, um die volle Aktivität 
zu erreichen (Zhang et al. 2012). Die so aktivierte AKT/PKB ist einer der 
Hauptvermittler der Insulinwirkung. Sie greift z.Bsp. über die Phosphorylierung 
der GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) in den Glycogenstoffwechsel ein und 
führt zu einer Synthesesteigerung (Frame et al. 2001). Weiterhin wird die 
Glukoseaufnahme durch Phosphorylierung von AS160 (Akt-Substrat mit 160 
kDa) beeinflusst, was über eine Aktivitätssteigerung der Rab-GTPase und die 
Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran die Glucoseaufnahme steigert 
(Sano et al. 2003). Einfluss auf die Proteinbiosynthese nimmt AKT/PKB über die 
Phosphorylierung von TSC2 (tuberous sclerosis complex-2), was zur 
Aktivitätssteigerung von mTOR und schließlich zu vermehrter 
Proteinbiosynthese führt (Harris et al. 2003). Zu guter Letzt besteht noch ein 
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Regulationsmechanismus der Gluconeogenese und Lipogenese durch 
Phosphorylierung von z.Bsp. forkhead box O1 (FOXO1). Dies führt zu einer 
Abnahme der FOXO1-Aktivität und somit zu einer Verminderung der 
Gluconeogenese in Hepatozyten und einer vermehrten Adipogenese in 
Adipozyten (Puigserver et al. 2003; Nakae et al. 2003). Aufgrund der Vielzahl an 
Zellprozessen, die durch AKT/PKB reguliert werden, gibt es auch verschiedenste 
Regulationsmechanismen für die Aktivität von AKT/PKB. So findet eine direkte 
Inhibition z.Bsp. durch Enzyme wie PP2A (protein phosphatase-2A) statt, was 
zur Dephosphorylierung von aktiviertem AKT/PKB führt (Brazil et al. 2004; Gao 
et al. 2005). Eine indirekte Inhibition durch Bindung an unphosphoryliertes 
AKT/PKB bewirkt z.Bsp. TRB3 (tribbles-3) (Du et al. 2003). Eine weitere 
Regulation der Zellfunktionen findet durch die AKT/PKB-Isoformen statt. So 
zeigt sich in Versuchen an Mäusen eine Wachstumsretardierung und reduzierte 
Lebenserwartung bei Deletion von AKT1 (Chen et al. 2001), Insulinresistenz und 
die Entwicklung von Diabetes bei Deletion von AKT2 (Cho et al. 2001) und bei 
Fehlen von AKT3 Probleme in der neuronalen Entwicklung (Tschopp et al. 
2005). 
1.2.4. Der MAPK/ERK Signalweg 
Ein weiterer wichtiger Pfad der Insulinkaskade ist der Ras-MAPK/ERK-
Signalweg. Durch Grb2 und SOS (son of sevenless) vermittelt, führt die 
Aktivierung von Ras und Raf zu einer verstärkten Aktvierung einer 
Kinasekaskade, deren Haupteffektoren MAPK/ERK1 und ERK2 sind. Sie 
beeinflussen verschiedenste Zellprozesse, wie Zellwachstum, Zellüberleben und 
Differenzierung, z.Bsp. durch die Phosphorylierung von p90RSK (p90 ribosomal 
protein S6 kinase) und den Transkriptionsfaktor ELK1 und somit durch eine 
Beeinflussung der Genexpression (Pouyssegur et al. 2002). Neben den 
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beschriebenen Hauptpunkten der Signalkaskade des Insulins gibt es viele 
weitere Signalwege, die durch verschiedenste Mechanismen in die komplexe 
Architektur der Insulinwirkung eingreifen, sei es durch die direkte 
Beeinflussung der Zellprozesse, wie z.Bsp. durch die Rho-Familie (Rac und 
CDC42) (Marcusohn et al. 1995; Usui et al. 2003) oder durch Stimulation oder 
Inhibition der o.g. Signalwege, wie z.Bsp. durch JNK1-3 (Hirosumi et al. 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Überblick über die dem IGF1R nachgeschalteten Signaltransduktionswege                       
(Klammt et al. 2008). 
 
 
1.3. Der Insulin receptor-related receptor (IRR) 
Der Insulin receptor-related receptor (IRR) gehört zur Insulinrezeptor-Familie, 
wie auch der InsR und der IGF1R. Sie alle stellen Rezeptor-Tyrosinkinasen dar 
und besitzen einen hohen Grad an Sequenzhomologie, vor allem im Bereich der 
Tyrosinkinase-Domäne. Im Bereich des C-Terminus ist der IRR allerdings 69 
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bzw. 76 Aminosäuren kürzer als der InsR bzw. IGF1R. Die vollständige cDNA-
Sequenz des humanen IRR umfasst 4150 Basen und zeigt eine große 
Übereinstimmung mit der IRR-cDNA-Sequenz des Meerschweinchens und der 
Ratte (Hänze et al. 1999), was auf eine konservierte Funktion dieses Proteins 
bei Säugetieren hinweist. Das IRR-Gen liegt im Abschnitt q21-q23 des 
Chromosoms 1 (Whitmore et al. 1999). Der IRR wird als α2ß2 Heterodimer-
Komplex in der Membran eingebaut (Reinhardt et al. 1994). Zuvor wird er 
allerdings als monomerer Prorezeptor synthetisiert, welcher dann proteolytisch 
in die beiden Ketten (α M 108,000 ; β M 66,000) gespalten und durch 
Disulfidbrücken wieder zusammengefügt wird. Zwei dieser αβ- Hemirezeptoren 
bilden dann unter Ausprägung intramolekularer Disulfidbrücken den 
membrandurchspannenden aktiven Rezeptor. Es konnte jedoch bis heute noch 
kein natürlicher Ligand für den Rezeptor gefunden werden (Kelly-Spratt et al. 
1999). Weder Insulin, IGF1, IGF2 noch Neurotrophine können binden (Zhang et 
al. 1992; Kovacina et al. 1995).  
1.3.1. Vorkommen  
Im Unterschied zum IGF1R und InsR kommt der IRR nicht ubiquitär vor, er ist 
vielmehr gewebsspezifisch exprimiert. Seine häufigste Verbreitung findet er in 
der embryonalen Entwicklung. In Untersuchungen an Ratten wurde 
herausgefunden, dass der IRR vom 15.- 20. Tag der embryonalen Entwicklung 
von nahezu allen Zellen der trigeminalen Ganglien sowie der dorsalen 
Grenzstrangganglien exprimiert wird. In adulten Ratten fand sich hingegen nur 
noch eine Expression von ca. 15 % (Reinhardt et al. 1993). Weitere Zellen, 
welche den IRR in höherem Maße exprimieren, sind Ganglienzellen des 
Nebennierenmarkes, des Nierenhilus, sowie Zellen der parasympathischen 
Ganglien und des Vorderhirns, des Striatums und der Großhirnrinde. Dies lässt 
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die Vermutung zu, dass der IRR an der Entwicklung und Reifung des ZNS 
beteiligt sein könnte. Ihm wird weiterhin die Möglichkeit zu gesprochen, 
ähnlich dem NGF-Rezeptor, das Überleben und die Differenzierung bestimmter 
sensorischer Neuronenuntergruppen zu unterstützen (Reinhardt et al. 1993; 
Tsujimoto et al. 1995). Auffällig ist die enge Korrelation der Expression des IRR 
und des hochaffinen Nervenwachstumsfaktor (NGF)-Rezeptors TrkA (Reinhardt 
et al. 1994). Die Rezeptoren werden zeitlich und räumlich sowohl im 
peripheren und zentralen Nervensystem während der embryonalen und 
postnatalen Entwicklung als auch unter pathophysiologischen Umständen in 
Neuroblastomen koexprimiert (Reinhardt et al. 1994; Tanaka et al. 1998). Hier 
wird die Koexpression der beiden Rezeptoren in Zusammenhang mit einer 
günstigen Prognose gebracht, da diese Tumore stärker differenziert und 
weniger invasiv sind (Kogner et al. 1993; Tanaka et al 1998). Es wurde ebenfalls 
gezeigt, dass die Koexpression von IRR und IGF1R in Neuroblastom- und 
Weichzellsarkom-Zelllinien bei einer günstigen Prognose korreliert (Elmlinger et 
al. 1999; Weber et al. 2003). 
1.3.2. Mögliche Funktion 
Es wurden des Weiteren Zellen des distalen Nierentubulus gefunden, welche 
eine IRR-Genexpression zeigten, hier spricht man dem IRR in der Natrium-
Reabsorption eine Aufgabe zu (Reinhardt et al. 1993). In neuesten 
Untersuchungen zeigte sich, dass der IRR als extrazellulärer Alkalisensor 
fungiert und so die Bikarbonathomöostase der Niere beeinflussen kann (Deyev 
et al. 2011). Auch in der Funktion von Enterochromaffin-ähnlichen Zellen 
scheint der IRR eine Rolle zu spielen (Tsujimoto et al. 1995). Wie andere 
Mitglieder der Insulinrezeptorfamilie, findet man den IRR auch in den β-Zellen 
des Pankreas. Er wird hier sogar auffallend stärker exprimiert als der InsR und 
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der IGF1R (Hirayama et al. 1999). Obwohl in IRR-Knockout-Mäusen keine 
Veränderungen hinsichtlich Morphologie der Langerhans-Inseln, β-Zellmasse 
und sekretorischer Funktion festgestellt wurde (Kitamura et al. 2001), wird eine 
Beteiligung des IRR an der Regulation der β-Zellmasse aufgrund seiner 
spezifischen Expression und seiner Fähigkeit zur IRS-2 Aktivierung vermutet 
(Hirayama et al. 1999). Weiterhin ist es möglich, dass der IRR nach Stimulation 
über einen eigenen Liganden oder über Hybrid-Rezeptorbildung andere 
Signalwege beeinflusst. So könnte zum Beispiel eine modulierende Wirkung auf 
die Insulin- bzw. IGF1Rezeptor-Signaltransduktion bestehen. Die Existenz von 
Hybridrezeptoren aus IRR und InsR bzw. IRR und IGF1R wurden in 
Neuroblastomzellinien (Kovacina et al. 1995) und in transfizierten NIH-3T3 
Zellen (Jui et al. 1996) gezeigt.  
Viele Erkenntnisse, die man über die Funktion des IRR hat, wurden mit Hilfe 
von Rezeptorchimären, wie zum Beispiel TrkB/IRR oder CSF1R/IRR, gewonnen 
(Zhang et al. 1992; Dandekar et al. 1998; Kelly-Spratt et al. 1999 und 2002). 
Eine differenzierende Wirkung auf PC12-Zellen, sowie ein antiapoptotischer 
und differenzierender Effekt auf sympathische Neuronen, wurde mit Hilfe eines 
TrkB/IRR-Rezeptorkonstruktes durch Kelly-Spratt et al. 1999 und 2002 
nachgewiesen.  
Eine weitere mögliche Funktion des IRR ist die Regulation der 
Gonadenentwicklung. Bei Versuchen an Mäusen, bei denen der InsR, IGF1R und 
der IRR ausgeschaltet wurden, zeigte sich, dass die Mitglieder der 
Insulinrezeptorfamilie für die Ausbildung männlicher Gonaden benötigt werden 
(Nef et al. 2003). 
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2. Das Promotionsprojekt 
2.1. Hintergrund und Fragestellung 
IGFs und Insulin sind essentiell für die Aufrechterhaltung und Regulation der β-
Zellfunktion. Sie sind auch an der Regulation des dynamischen Gleichgewichts 
von Proliferation, Differenzierung und Apoptose pankreatischer β-Zellen 
beteiligt. So konnte bereits gezeigt werden, dass die Stimulation mit IGF1 und 
IGF2 Einfluss auf die Proliferation des β-Zellmodells INS-1E nimmt (Raile et al. 
2003). Die biologische Funktion des zur Insulinrezeptorfamilie gehörenden IRR 
ist hingegen weitestgehend unbekannt. Wegen seiner spezifischen Expression 
in pankreatischen β-Zellen und der bereits gezeigten Fähigkeit zur Aktivierung 
verschiedener Signalmoleküle ist anzunehmen, dass der IRR Proliferation, 
Differenzierung oder Apoptose moduliert.  
Der IRR könnte entweder nach Stimulation durch einen bisher unbekannten 
Liganden direkt Signalmoleküle aktivieren oder durch Interaktion (z.Bsp. 
Hybridrezeptorbildung) die Insulin/IGF-Signaltransduktion modulieren. Dafür 
spricht auch die hohe Homologie der Aminosäuresequenzen des IRR, InsR und 
IGF1R.  
Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob ein stimulierbares 
CSF1R/IRR-Rezeptorkonstrukt Einfluss auf Proliferation oder Apoptose in INS-1E 
Zellen nimmt und in wie weit die Hauptsignalwege der IGF/Insulinsignalkaskade 
daran beteiligt sind. Hierfür wurden folgende Fragen bearbeitet: 
1.  Ist das Zellmodell INS-1E-CSF1R/IRR geeignet zur Untersuchung der IRR-
 Tyrosinkinase-Signaltransduktion? 
2.  Werden ERK1/2 und AKT/PKB als wichtige Signalmoleküle der 
 IGF/Insulinsignalkaskade durch ein stimuliertes CSF1R/IRR-
 Rezeptorkonstrukt aktiviert? 
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3.  Werden Proliferation oder Apoptose als Zellantworten durch die 
 Stimulation des CSF1R/IRR-Rezeptorkonstruktes hervorgerufen? 
 
2.2. Methoden - Überblick 
Aufgrund des Fehlens eines bekannten Liganden wurden die oben formulierten  
Fragen mit Hilfe eines stimulierbaren Rezeptorkonstruktes (CSF1R/IRR, Abb. 2), 
bearbeitet.   
Die Untersuchungen fanden im Forschungslabor der Universitätskinderklinik 
Leipzig und am IZKF Leipzig an INS-1E Zellen statt. Es handelt sich dabei um eine 
Insulinomzelllinie der Ratte, die ein gut etabliertes β-Zellmodell darstellt (Raile 
et al.2003; Merglen et al. 2004). Die Zellen wurden stabil mit dem CSF1R/IRR-
Konstrukt transfiziert, um dieses Rezeptorkonstrukt zu überexprimieren. Die 
Transfektion mit dem entsprechenden Leervektor diente der Herstellung von 
Kontrollzellen. Die Expression des CSF1R/IRR-Konstruktes wurde ebenso wie 
die endogene Expression des IRR mittels PCR und Western Blot nachgewiesen. 
Eine Expression signifikanter Mengen an CSF1R wurde mittels Western Blot 
ausgeschlossen, da die Signaltransduktion durch diesen Rezeptor nach 
Stimulation mit MCSF zu verfälschten Ergebnissen geführt hätte. Die 
Aktivierbarkeit des CSF1R/IRR-Rezeptorkonstruktes wurde nach Stimulation mit 
MCSF durch Immunpräzipitation gegen phospho-Tyrosin und anschließendem 
Nachweis des Konstruktes mit Antikörpern gegen den CSF1R überprüft. 
Nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen MCSF, IGF1 und/oder 
IFNγ zur Induktion von Apoptose wurde die intrazelluläre Signaltransduktion 
sowie Zellantworten analysiert. 
Die Proliferation wurde mittels des WST-1 Tests gemessen. Der WST-1 Test 
quantifiziert die Aktivität intrazellulärer Dehydrogenasen, die mit der Anzahl 
viabler Zellen korreliert.  
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Zur Bestimmung der Anzahl apoptotischer Zellen nach Stimulation mit IFNγ 
wurde ein AnnexinV/Propidium Iodid-Assay durchgeführt, wobei die gefärbten 
Zellen anschließend durchflusszytometrisch detektiert wurden. Dabei wurden 
Annexin V positive/PI positive Zellen als apoptotisch angesehen, wohingegen 
Zellen, die nur PI positiv waren, als nekrotisch beurteilt wurden. Mittels 
ungepaartem Student`s t-Test wurde auf Signifikanz der Unterschiede geprüft.  
 
2.3. Ergebnisse 
Frage 1:  
Ist das Zellmodell INS-1E-CSF1R/IRR geeignet zur Untersuchung der IRR-
Tyrosinkinase-Signaltransduktion? 
Nach Etablierung des Zellmodelles wurde zuerst die endogene Expression des 
IRR in INS-1 E Zellen untersucht. Wir konnten zeigen, dass die IRR mRNA 
exprimiert wird. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die downstream 
gelegene Signalkaskade vorhanden ist. Nach der Transfektion der INS-1E Zellen 
mit dem CSF1R/IRR-Rezeptorkonstrukt wurde überprüft, ob das Konstrukt 
exprimiert wird. Als Kontrolle dienten untransfizierte bzw. mit dem Leervektor 
transfizierte INS-1E Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die CSF1R/IRR-
mRNA in den transfizierten Zellen nachweisbar war, in der Negativkontrolle 
hingegen nicht. Dies wurde mittels eines spezifischen Antikörpers gegen die 
extrazelluläre Domäne des CSF1R im Western Blot auch auf Proteinebene 
gezeigt. Es wurde eine Bande mit dem Molekulargewicht (MW) von 150 kDa 
nachgewiesen, was dem MW des Rezeptorkonstruktes entspricht. Ein endogen 
exprimierter CSF1R wurde dagegen nicht detektiert. Somit konnte eine 
Beeinflussung der Untersuchungen durch einen endogenen CSF1R in INS1-E 
Zellen ausgeschlossen werden. Die INS-1E-CSF1R/IRR – bzw. Kontrollzellen 
wurden nun mittels MCSF in verschiedenen Konzentrationen und in 
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unterschiedlichen Zeitintervallen stimuliert. Dabei zeigte sich ein Anstieg der 
Tyrosinphosphorylierung des CSF1R/IRR-Rezeptorkonstruktes mit einem 
Maximum nach 10 minütiger Stimulation mit konstanter Dosis  bzw. bei 
konstanter Einwirkzeit mit steigender Dosis bis max. 30 nM MCSF. Somit 
konnte die Stimulierbarkeit des von uns verwendeten Konstruktes 
nachgewiesen werden. 
Frage 2:  
Werden ERK1/2 und AKT/PKB als wichtige Signalmoleküle der 
IGF/Insulinsignalkaskade durch ein stimuliertes CSF1R/IRR-Rezeptorkonstrukt 
aktiviert? 
Die weiterführende Untersuchung der Signalmoleküle AKT/PKB und ERK1/2 
zeigte, dass durch Zugabe von MCSF zu den transfizierten Zellen eine transiente 
Phosphorylierung von ERK 1/2 hervorgerufen wurde. Nach zweiminütiger 
Inkubation mit 10 nM MCSF wurde eine verstärkte Phosphorylierung von 
(Thr202/Tyr204)-ERK detektiert, was jedoch bereits nach 10 min nicht mehr 
nachgewiesen werden konnte. Es konnte ebenfalls keine Aktivierung von 
AKT/PKB durch Phosphorylierung von Ser473 oder Thr308 nachgewiesen 
werden.  
Frage 3:  
Werden Proliferation oder Apoptose als Zellantworten durch die Stimulation 
des CSF1R/IRR-Rezeptorkonstruktes hervorgerufen? 
Zur Beurteilung der Zellviabilität, nach Inkubation der INS-1E-CSF1R/IRR – bzw. 
Kontrollzellen mit MCSF, IGF1 und/oder IFNγ, führten wir einen WST-1 Assay 
durch. Es zeigte sich, dass die Stimulation des CSF1R/IRR-Rezeptorkonstruktes 
durch Zugabe von MCSF keinen Einfluss auf die Zellviabilität hat. Hingegen 
erhöhte sich erwartungsgemäß die Viabilität nach Zugabe von IGF1. Ebenso 
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konnte die Zugabe von MCSF die Zellen nicht vor IFNγ-induziertem Zelltod 
bewahren. Inkubation mit IGF1 hingegen rettete die Zellen vor IFNγ-induzierter 
Apoptose. Diese Funktion von IGF1 konnte auch in früheren Arbeiten unserer 
Gruppe gezeigt werden (Raile et al. 2003). Um die Anzahl apoptotischer Zellen 
zu quantifizieren, führten wir einen AnnexinV/PI-Assay durch. Hier ergab sich 
ein ähnliches Ergebnis. Die Zugabe von MCSF zu den IFNγ-stimulierten Zellen 
ergab keinen signifikanten Unterschied zu Zellen, die allein durch IFNγ zur 
Apoptose gezwungen wurden. Hingegen konnte die Zugabe von IGF1 die 
induzierte Apoptose aufhalten. Mit IGF1 und IFNγ inkubierte Zellen zeigten die 
gleiche Anzahl apoptotischer Zellen wie die Kontrollen, die nicht mit IFNγ 
behandelt wurden.  
Zusammenfassend konnte somit kein Effekt des stimulierbaren CSF1R/IRR-
Rezeptorkonstruktes auf Proliferation oder Apoptose von INS-1E Zellen gezeigt 
werden. 
 
Abb.2: Schema des verwendeten CSF1R/IRR-Rezeptorkonstruktes 
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4. Zusammenfassung und Diskussion 
Bisher gibt es wenige Erkenntnisse über Liganden und Funktion des IRR. 
Deshalb wird er auch als orphan receptor bezeichnet. Aufgrund der 
Zugehörigkeit zur Insulinrezeptorfamilie und der großen Sequenzhomologie mit 
dem InsR und dem IGF1R, v.a. im Bereich der Tyrosinkinasedomäne (Dandekar 
et al. 1998), sowie des Verteilungsmusters und der Konservierung während der 
Evolution, werden für den IRR mögliche Funktionen im Rahmen der 
Differenzierung, Proliferation und Apoptose bestimmter Zelltypen vermutet. 
Aufgrund des fehlenden Liganden müssen Untersuchungen an der 
Signaltransduktion des IRR mittels Rezeptorchimären durchgeführt werden, wie 
in der hier präsentierten Arbeit mittels eines CSF1R/IRR-Rezeptorkonstruktes. 
Dieses Konstrukt rief in Studien anderer Arbeitsgruppen an 3T3-L1 
Präadipozyten insulinspezifische Antworten wie gesteigerte Glukoseaufnahme 
und eine Aktivierung der Glycogensynthase hervor (Dandekar et al. 1998). Ein 
weiteres stimulierbares Konstrukt, TrkB/IRR, verursachte nach Aktivierung die 
neuronale Differenzierung der neuronalen Rattenzelllinie PC12 (Kelly-Spratt et 
al. 1999) und hatte anti-apoptotische Wirkung in sympathischen Neuronen der 
Maus in vitro (Kelly-Spratt et al. 2002). Gestützt auf diese Ergebnisse und die 
nachgewiesene Fähigkeit des IRR, wichtige downstream-Signalmoleküle der 
Insulinsignalkaskaden zu aktivieren (Zhang et al. 1992; Dandekar et al. 1998; 
Hirayama et al. 1999), wurde in dieser Arbeit der mögliche Einfluss des 
CSF1R/IRR-Konstruktes auf INS-1E Zellen in Bezug auf die beiden 
Effektormoleküle ERK1/2 und AKT/PKB sowie auf Proliferation und Apoptose 
untersucht. Nach stabiler Transfektion und Stimulierung des 
Rezeptorkonstruktes mittels MCSF konnten wir zeigen, dass eine transiente 
Phosphorylierung von ERK1/2 erfolgte. AKT/PKB blieb in unseren 
Untersuchungen jedoch unbeeinflusst. Auch konnte kein Effekt auf 
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Proliferation oder Apoptose erzielt werden. Das als Positivkontrolle eingesetzte 
IGF-1 rief jedoch eine Verringerung der IFNγ- induzierten Apoptose hervor 
(Raile et al. 2003).  
Zur Erklärung der erzielten Ergebnisse gibt es verschiedene Ansätze. Aufgrund 
einiger Sequenzunterschiede am COOH-terminalen Ende des IRR im Vergleich 
zum IGF1R und dem InsR kann angenommen werden, dass die Aktivierung des 
AKT-Signalweges nicht in vollem Maße stattfinden kann. Die beschriebenen 
Unterschiede befinden sich exakt in dem Teil des COOH-Terminus, der bei InsR 
und IGF1R mit der PI3K interagiert (Tartare-Deckert et al. 1996; Van Horn et al. 
1994). Wie einleitend beschrieben ist PI3K der Hauptaktivator des AKT/PKB-
Weges. Eine Hauptfunktion von AKT wiederum ist die Regulation der Apoptose 
über z.Bsp. FoxO3A und die Beeinflussung der Zellproliferation über Interaktion 
mit z.Bsp. Cyclin D1 bzw. D2 (Biggs et al. 1999; Fatrai et al. 2006). Weiterhin 
wäre die verminderte AKT-Aktivierung aufgrund des artifiziellen Charakters des 
Konstruktes im Vergleich zum endogenen Rezeptor erklärbar. Es ist ferner 
denkbar, dass der IRR in vivo alternative Aktivierungswege zeigt und z.Bsp. über 
Hybridrezeptorbildung seine biologischen Funktionen ausübt. Es zeigte sich, 
dass z.Bsp InsR/IRR- und IGF1R/IRR-Hybridrezeptoren einen modulativen 
Einfluss auf die InsR- und IGF1R-Signalkaskaden ausüben (Kovacina et al. 1995; 
Jui et al. 1996). Neuere Untersuchungen von Deyev et al. haben ergeben, dass 
der IRR in Nierenzellen von Mäusen als Alkalisensor fungiert. Ein Fehlen des IRR 
in diesen Zellen führte zu einer metabolischen Alkalose und verminderter 
Bikarbonatexkretion (Deyev et al. 2011). Inwieweit eine derartige Funktion in 
pankreatischen β-Zellen von Bedeutung sein könnte, bleibt zu klären. Wie oben 
bereits beschrieben, wurde der IRR auch unter pathophysiologischen 
Bedingungen in Neuroblastomzellen nachgewiesen. Dabei war eine Ko-
Expression mit TrkA und IGF1R mit einer verbesserten Prognose und einem 
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höheren apoptotischen Index (AI) sowie einer Dedifferenzierung verbunden 
(Kogner et al. 1993; Kovacina et al. 1995). Es könnte somit postuliert werden, 
dass die Möglichkeit bestünde, durch Eingriff in die IRR-Expression 
Neuroblastome erfolgreicher behandeln zu können.  
In der vorliegenden Arbeit konnte somit zusammenfassend gezeigt werden, 
dass ein stimulierbares CSF1R/IRR-Rezeptorkonstrukt zwar in der Lage ist, 
ERK1/2 als wichtiges Signalmoleküle der Insulinrezeptorsignalkaskade in 
pankreatischen β-Zellen zu aktivieren, dagegen aber in diesem Zellmodell keine 
Aktivierung der AKT/PKB über die IRR-Tyrosinkinase erfolgte. Weiterhin konnte 
kein Einfluss auf Proliferation und Apoptose nachgewiesen werden. Die 
biologische Funktion des IRR ist daher möglicherweise in MAPK/ERK-
vermittelten zellulären Prozessen, z. Bsp. der Transkriptionsregulation, zu 
suchen.  
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